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1. Wstep

dobie rozwoju biologii molekularnej odkrywane sa nowe i coraz dosko-
Wnalsze metody umozliwiajgce postep w medycynie i agrobiotechnologii.
Jedna z metod jest wprowadzanie do ukiladu biologicznego krétkich tancu-
chow DNA o sekwencji komplementarnej do wybranego fragmentu DNA lub
mRNA. Kroétkie oligonukleotydy, tworzace kompleks z kwasami nukleinowymi,
na ktérych przebiega proces biosyntezy biatka, maja strukture przeciwbieznag
do sekwencji sensowej, wtasnie dlatego przyjeto nazywac je ,antysensowymi
oligonukleotydami” (aDNA). Hybiy~dyzacja aDNA do wybranego fragmentu DNA
lub mMRNA powoduje zahamowanie procesu replikaciji, transkrypcji lub trans-
lacji. W zaleznosci od regulowanego etapu biosyntezy méwimy o ,strategii anty-
genowej’ lub ,strategii antysensowej”.

Oprécz aDNA, w strategii antysensowej moga by¢ wykorzystane réwniez
rybozymy — czgsteczki RNA katalizujgce reakcje przeciecia wigzania fosfo-
diestrowego w docelowym RNA. Rybozymy moga by¢ wykorzystane jako se-
kwencyjnie zalezne terapeutyki, stosowane do blokowania ekspresji genéw.
Rybozym musi najpierw utworzy¢ komplementarny kompleks, na podobnej

zasadzie jak w strategii antygenu i antysensu — czyli poprzez parowanie,
z wybranym fragmentem RNA, a nastepnie zachodzi degradacja substratu
(por. rys. 1).

Antysensowe oligonukleotydy sa przedmiotem bardzo intensywnych prac
badawczych, zapewne znajdg szerokie zastosowanie zaréwno jako terapeu-
tyki (przynajmniej szes¢ jest obecnie w réznych fazach badan klinicznych),
jak réwniez jako narzedzie stuzgce modyfikacji genomu roslin uprawnych
(1,2 i prace tam cytowane).
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Rys. 1. Mozliwosci zastosowan antysensowych oligonukleotydéw: A — prawidtowy proces

transkrypciji; B — prawidtowy proces translacji; C — inhibicja transkrypcji poprzez tworzacy
sie trypleks miedzy oligo i regionem kontrolnym DNA uniemozliwiajgcy utworzenie kompleksu
inicjujacego DNA-polimeraza i rozplecenie DNA; D — zablokowanie translacji spowodowane hy-

brydyzacja oligo do mRNA, a w konsekwencji uniemozliwienie odczytu mRNA przez rybosom; E
— inhibicja transkrypcji poprzez tworzacy sie trypleks miedzy oligo a regionem kodujacym DNA
i zablokowanie odczytu informacji z DNA; F — inhibicja translacji spowodowana przecieciem
MRNA przez RNazeH.

2. Strategia antygenowa i antysensowa
Antysensowe oligonukleotydy to tancuchy o przeciwbieznej sekwencji zasad

do konkretnej sensowej sekwencji oligomeru kwasu nukleinowego, ktére sa
zdolne do utworzenia stabilnego tiypleksu lub dupleksu. W strategii antyge-
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Rys. 2. Schemat parowania zasad w trypleksie: W-C — parowanie zasad wg schematu Wa-
tsona-Cricka: H — parowanie zasad wg schematu Hoogstena.

nowej (lys. 1 C i E) tworzacy sie trypleks moze inhibowac¢ transkrypcje w za-
leznosci od miejsca hybrydyzacji poprzez uniemozliwienie tworzenia sie kom-
pleksu inicjujgcego DNA-polimeraza i rozplecenie DNA lub blokujac odczyt
informacji DNA. W strategii antysensu (lys. 1 D) przylaczony oligonukleolyd
inhibuje translacje tworzac heterodupleks, jednoczesnie blokujgc odczyt infor-
macji z mMRNA przez rybosom. Heterodupleks moze réwniez aktywowa¢ RNazeH,
ktdéra przecina mRNA, uniemozliwiajac biosynteze biatka (rys. 1 F).

2.1. Strategia antygenowa

W mysl strategii antygenowej zakladamy, ze wprowadzenie do komorki
oligonukleotydu komplementarnego do wybranego fragmentu DNA spowodu-
je utworzenie trypleksu miedzy tym oligonukleotydem a DNA, a w konse-
kwencji zahamuje proces replikaciji i transkrypcji oraz wigzanie specyficznych
biatek regulujacych te procesy.

Antysensowy oligonukleotyd przylacza sie do specyficznego miejsca DNA,
gdzie jedna z nici zbudowana jest z zasad purynowych, a druga z komple-
mentarnych zasad pirymidynowych (3). Takie utozenie zasad powoduje zwie-
kszenie rozmiardéw duzej bruzdy co umozliwia wbudowanie sie trzeciej nici.
Stabilizacja trypleksu nastepuje w wyniku wytworzenia sie wigzan wodoro-
wych miedzy zasadami trzeciej nici a zasadami purynowymi, tzw. wigzan
Hoogstena.

Istniejg dwie mozliwosci potozenia oligomeru: réwnolegle i antyréwnolegle
w stosunku do nici purynowej DNA. W przypadku utozenia antyréwnolegtego,
wigzania Hoogstena okresla sie jako odwrécone i jest to najbardziej efektyw-
ny uklad wigzan dla par GxG i AXA (x-wigzania Hoogstena). Natomiast dla
ukiadu oligonukleotyd-DNA, gdzie wigzania Hoogstena tworzg sie miedzy AxT
i GXC najkorzystniejsze jest potozenie réwnolegte, w ktérym ukiad wigzan
Hoogstena okresla sie jako normalny (3). Stabilnos¢ trypleksu zalezy od re-
gularnosci docelowej sekwencji (dopuszczalne sg tylko pojedyncze, punktowe
odstepstwa od uktadu, gdzie jedna z nici jest purBmowa, a druga — pirV"
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Rys. 3. Analogi oligonukleotydéw: R = S" (tiofosforan) lub CH3 (metanofosfonian) o konformacji
na atomie fosforu Sp (lewoskretna) i Rp (prawoskretna). B = zasada (adenina, guanina, cytozyna
lub tymina).

midynowa) oraz od warunkoéw srodowiska reakcji. Wysoka sita jonowa, po-
liaminy obecne w $rodowisku, niskie pH i obecnos¢ jondow stabilizujg
trypleks.

2.2. Strategia antysensu

Kontrola biosyntezy biatka na poziomie translacji jest mozliwa poprzez
tworzenie duplekséw pomiedzy egzogennymi oligonukleotydami a fragmen-
tami mMRNA. Inhibicja biosyntezy biatka moze by¢ wynikiem blokowania pro-
cesu przez przytgczony antysensowy oligomer. aDNA zhybrydyzowany do mRNA
uniemozliwia odczyt informacji (kolejnego kodonu) z nici mRNA.

Innym czynnikiem powodujacym inhibicje translacji jest aktywacja RNazyH,
ktora jest w}Avotana heterodupleksem [aDNA-mRNA]. RNazaH przecina RNA,
usuwajgc obszar dwuniciowy uniemozliwiajac synteze okreslonego biatka (4).
Jednakze taka wtasciwosc¢ oligodeoksynukleotydéw moze by¢ réwniez uwazana
za niepozadang, poniewaz kompleksy mRNA/aDNA, ktére nie aktywujg RNazyH,
sa w wielu przypadkach skutecznymi inhibitorami biosyntezy biatka (1).

Jedng z istotnych trudnosci w pracy z antysensowymi oligonukleotydami
jest ich podatnos¢ na trawienie nukleazami, szczegdlnie w ukladzie komaor-
kowym. Odpornos¢ na dzialanie nukleaz uzyskuje sie poprzez modyfikacje
w budowie aDNA w poréwnaniu z naturalnym DNA. Najkorzystniejsze, jak
sie wydaje, sg modyfikacje w otoczeniu atomu fosforu w pozycjach niemo-
stkowanych. Zamianie ulegajg atomy tlenu (jeden lub dwa przy tym samym
atomie fosforu) na atom siarki (pochodne tiofosforanowe) lub grupe metylowag
(pochodne metanofosfonianowe) (rys. 3).

W niektérych przypadkach, mimo tej samej sekwenciji, analogi tiofosforano-
we oligonukleotyddw spetniajg role inhibitorow biosyntezy biatka, podczas gdy
fosfodiestrowe oligonukleotydy nie wykazuja takiej aktywnosci (5). Przykladem
moga by¢ PS oligonukleotydy hamujgce biosynteze inhibitora aktywatoréw pla-
zminogenu typu | (PAI-1) (5-7). PAI-1 jest glikoproteina neutralizujgcg czynne
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czasteczki tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) i aktywatora typu ura-
kinazowego (u-PA) (5). Stany patologiczne, takie jak zapalenie miesnia serco-
wego, zakrzepica czy miazdzyca (8) objawiajg sie wysokim poziomem PAI-1 we
krwi; zahamowanie ekspresji tego biatka poprzez blokade antysensowg eks-
presji genu moze ufatwi¢ aktywacje plazminogenu, a zatem podwyzszy poziom
pleizminy we krwi, ktéra z kolei degraduje zakrzepy.

Analogi tiofosforanowe Iub ditiofosforanowe aktywuja dziatanie RNazyH
w przeciwienstwie do analogéw metanofosfonianowych (9). Odpornos¢ oligo-
nukleotyddw na nukleazy jest bardzo wazng cecha ze wzgledu na ich obe-
cnos¢ w przestrzeni komoérkowej i osoczu podczas transportu aDNA do do-
celowego fragmentu kwasu nukleinowego. Nukleazy obecne zaréwno w oso-
czu jak i w ekstraktach komdérkowych wyraznie wolniej hydrolizujg tiofosfo-
rany. Okreslono okres poéitrwania oligonukleotyddéw tiofosforanowych w wa-
runkach in vivo, ktéry wynosi od 12 do 24 godzin (10). Wymiana jednego
atomu tlenu na atom siarki powoduje takze odpornos¢ takich analogéw na
nukleazy, jedynie nieznacznie obnizajgc ich zdolnos¢ do hybiydyzaciji. Udo-
wodniono réwniez, ze niektére nukleazy wykazujg stereospecyficznos¢ wobec
tiofosforanowych analogéw, przykiadem sg Rp specyficzne nukleazy: fosfo-
diesteraza jadu weza oraz endonukleaza z Serratia marcescens (11), Sp spe-
cyficzne nukleazy; nukleaza Sl oraz Pl (12). Stereospecyficzne dziatanie nu-
kleaz powoduje réznag trwatos¢ izomerdw optycznych oligomeréw w warun-
kach fizjologicznych. W badaniach prowadzonych na aDNA hamujacych bio-
synteze PAI-1 wykazano, ze najtrwalsze sg izomery zawierajgce uylacznie
wigzania o konfiguracji Sp, natomiast najszybciej ulegaja degradacji izomery
o konfiguraeji wigzan wylacznie Rp (6). Aktywnos¢ biologiczna oligomerdow
uwarunkowana ich stereospecylicznoscig stwarza podstawy do oczekiwan
szczegolnych zastosowan, zwlaszcza w odniesieniu do aplikacji medycznych.

3. Rybozymy jako narzedzie blokujgce ekspresje gendéw

w 1982 r. Cech i wsp. odkryli, ze niektdére czasteczki RNA, wykazujg
wihasciwosci katalityczne. Przykiladowo: intron genu 26S rRNA Tetrahymena
Ihermophila samodzielnie wycina sie z pre-rRNA (13) podobnie jak aktywny
skitadnik RNazyP (14). W ciggu kolejnych lat wzbogacita sie nasza wiedza
na temat rybozymoéw, co spowodowato wyrdznienie kilku odrebnych klas.

3.1. Rybozymy, ktére sqg Intronaml zdolnymi do samodzielnego wycina-
nia sie z pre-RNA (self-splicing ribozymes)

3.1.1. Introny grupy | (infrons group /)

Nalezg do nich m.in. mitochondrialne niRNA i rRNA pierwotniakéw, ba-
kterii, grzyboéw, chloroplastowe geny tRNA roslin wyzszych. Mimo réznic w sek-
wencjach tych rybozymow stwierdzono wystepowanie podobnego fragmentu
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— regionu rdzenia, w strukturze ll-rzedowej, ztozonego z okoto 70 nukleo-
tydoéw, odpowiedzialnego za funkcje katalityczna rybo2jymu. Reszta nukleo-
tydow tworzy dlugie, otwarte ramki odczytu, uformowane w helisy i petle.
Proces samowycinania, dwuetapowa transestryfikacja, przebiega w obecnosci
jondbw magnezu oraz guanozyny lub jej fosforanéw (GTP, GDP, GMP). W pier-
wszym etapie nastepuje atak nukleofilowy grupy 3'OH wolnego GTP na wig-
zanie fosfodiestrowe znajdujace sie na koncu 5' intronu, dochodzi do roze-
rwania tego wigzania i jednoczesnie utworzenie wigzania miedzy guanozyng
i 3' konncem intronu. Kolejnym etapem jest ponowny atak nukleofilowy grupy
3’0OH urydyny, uwolnionej w pierwszym etapie, na wigzanie na 3 koncu
intronu. Reakcja koriczy sie potgczeniem eksondéw i utworzeniem dojrzatego
RNA oraz intronu, ktory dalej ulega cyklizacji i specyficznym hydrolizom
dajac jako ostateczny produkt liniowy intron, pomniejszony o 19 konncowych
nukleotydoéw (15).

3.1.2. Introny grupy I (infrons group 1)

Do tej grupy zalicza sie gtéwnie introny genéw mitochondrialnych grzybéw
nizszych i roslin oraz gendéw chloroplastowych roslin i pierwotniakéw (16);
maja sekwencje dilugie — okoto 700 nukleotyddw o skomplikowanej stm-
kturze drugorzedowej, skladajgcej sie z szesciu domen potozonych peryferyj-
nie oraz jednoniciowy fragment centralny. Samowycinanie zachodzi bez udzia-
tu wolnych nukleotyddéw, wymaga jednak obecnosci spermidyny, ktéra pra-
wdopodobnie stabilizuje konformacje aktywna RNA (17). Mechanizm reakcji
zblizony jest do skladania jadrowego pre-mRNA, a w pierwszym etapie ko-
nieczna jest hybrydyzacja sekwencji IBSI {intron binding sequence) i EBSI
{exon binding sequence); nastepnie grupa 2'0OH adenozyny — potozonej 7-8
nukleotydéw od konca 3’, atakuje nukleofilowo wia“zanie fosfodiestrowe po-
tozone na koficu 5’. Powstaje tzw. lasso, czyli petla utworzona przez dodat-
kowe wigzanie 2'5’- fosfodiestrowe. Kolejnym etapem reakcji transestryfikaciji
jest atak nukleofilowy grupy 3'OH eksonu 5 na koniec 3’ intronu. W efekcie
eksony faczg sie, a intron zostaje uwolniony.

3.2. Rybozymy samotnqce sie na monomery (self-cleavinO

Do tej grupy nalezg male, patogenne jednoniciowe RNA roslinne i zwie-
rzece, np. sTRSV — satelitarny RNA wirusa pierscieniowate] plamistosci ty-
toniu, HDV — RNA wirusa zo6haczki delta, ASBV — wiroid skazy stonecz-
nej awokado.

3.2.1. Rybozymy typu ,szpilki do wtoséw" (hairpin)

Aktywna domena katalityczna o ksztalcie szpilki do wioséw znajduje sie
w nici (-) sSTRSV (18), VS RNA izolowanym z mitochondriéw Neurospora (19).
Czesc¢ katalityczna rybozymu skltada sie z 50 nukleotyddéw, a RNA substra-
towe z 14 nukleotyddw: obie czesci tworzg dwie helisy i malg wewnetrzng
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Rys. 4. Schemat budowy rybozymu typu ,szpilki do wioséw” (hairpin). Strzatka wskazuje
miejsce przecigcia substratu; N — dowolna zasada; S — zasada C tub G; wytluszczong czcion-
ka zaznaczono substrat.

petle, z sekwencjg subtratowg AGUC, gdzie miedzy G i U nastepuje ciecie
(rys. 4).

Mechanizm reakcji opiera sie na jednoetapowej transestiyfikacji, katali-
zowanej przez jony Grupa 2'0OH atakuje najblizsze wigzanie fosfodie-
strowe przy grupie 3'OH, w rezultacie powstaje cykliczny 2'3’-fosforan na
koncu 3 i grupa hydroksylowa na koricu 5. Hybrydyzacja substratu do
rybozymu zachodzi w helisach: na koncu 5’, gdzie ogranicza sie do czterech
nukleotyddéw i na koncu 3’, gdzie liczba nukleotyddw jest zmienna.

3.2.2. Rybozym HDV (wirus z6ttaczki delta. Hepatitis deita virus)

Struktura tego rybozymu jest odmienna od struktury rybozymodow typu
hairpin czy hammerhead i bardziej zlozona. Najkrétszy fragment o wiasciwo-
Sciach katalitycznych sktada sie z 70 nukleotydéw. Produkty reakcji sg takie
same w catej klasie rybozyméw self-cleaving, tutaj rowniez powstaja: cykli-
czny 2'3'-fosforan na koncu 3' i grupa hydroksylowa na koncu 5’

3.2.3. Rybozymy typu ,glowa miotka" {hammerhead)

Domena katalityczna jest identyczna dla catej grupy rybozymow tego typu:
3 helisy utozone wokdt fragmentu jednoniciowego — rdzenia w ksztatcie gtowki
miotka, zawierajacego 1l stalych zasad. Okoto 40 nukleotydéw rybozymu
hybrydyzuje z substratem tworzac 2 helisy, a ciecie nastepuje w rdzeniu za
sekwencjg GUH (H=C, A, U) (rys. 5).

Na przyktadzie rybozymoéw typu hammerhead starano sie interpretowac
mechanizm reakcji samociecia (rys. 6).

Magnez, ktory jest niezbedny do zajscia reakcji, wystepuje w Srodowisku
reakcji w postaci zwigzku kompleksowego z czasteczkami wody: [Mg(H20)6]M.
W badaniach rentgenograficznych krysztaléw rybozymu wykazano btiskie po-
tozenie nukteotyddw czesci katalitycznej i sekwencji GUH (20). W zwigzku
z tym zaproponowsmo dwa miejsca przytgczenia zwigzku kompteksowego mag-
nezu do rybozymu (21):
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Rys. 5. Schemat budowy lybozymu typu hammerhead. Strzatka wskazuje miejsce przeciecia
substratu; N — dowolna zasada; H — zasada C, U lub A; Rio.i- Yuj oznaczajg najczesciej
modyfikowane nukleotydy: G i C; wi3dluszczong czcionkg zaznaczono substrat.
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Rys. 6. Mechanizm reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego katalizowany przez lybozymy
typu hammerhead.
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1. [Mg{H20)5I"* przytacza sie do tlenu w pozycji pro-S 5 fosforanu nu-
kleotydu A9, jednoczesnie asocjujgc z nukleotydami G8, GIO. 1, G12 (lys. 5).

2. Jednakze bardziej prawdopodobny jest model, w ktérym (Mg(H20)6I'"™
pi-zylacza sie najpierw do nukleotydu C3, a pézniej do H17 (22) (rys. 5).
Przylaczony magnez powoduje deprotonacje grupy 2'0OH na H17, co aktywuje
atak nukleofilowy grupy 2'OH na fosfor 5 nukleotydu NI.I. Produktami
reakcji jednoetapowej transestryfikacji sag, jak w poprzednich przykiadach,
cykliczny 2’3’-fosforan na koiicu 3' i grupa hydroksylowa na koncu 5’ (rys.
6). Stosunkowo mate rozmiary rybozymu typu hammerhead stwarzajg mo-
zliwosci syntezy oraz modyirkacji chemicznych.

Uzycie rybozymow typu hammerhead w intiibicji genoéw i w kontroli eks-
presji gendw, jak sie wydaje, jest najbardziej logiczne ze wzgledu na ich
stosunkowo prosta budowe i malg liczbe nukleotydoéw. Jednakze rybozym
z kazdej z wymienionych klas rybozymow ma szanse sta¢ sie efektywnym
terapeutykiem. Skuteczne zablokowanie ekspresji genéw w znanym srodo-
wisku komoérkowym i temperaturze uzaleznione jest przede wszystkim od:
stezenia rybozymu uzytego do reakcji, modyfikacji wprowadzanych do tan-
cucha RNA na drodze syntezy chemicznej, dtugosci i sekwencji nukleotydow,
ktore utworzg helise miedzy rybozymem a substratem oraz oczywiscie typu
zastosowanego rybozymu. Najwiecej trudnosci wigze sie z transportem rybo-
zymu do wnetrza komorki i do odpowiedniego substratu oraz ze zmiang
kinetyki reakcji ciecia substratu przez rybozym po jego modyfikacjach che-
micznych. Oprécz tego rybozym musi by¢ takze selektywny w stosunku do
wybranej sekwencji i trwaty w srodowisku komaérki. Minimalna efektywnosé
oznacza, ze hybrydyzacja i ciecie katalizowane przez rybozym musi naste-
powac¢ w czasie krotszym niz wynosi czas potowicznej degradacji mRNA. Jed-
nakze zaklada sie enzymatyczny charakter tej reakcji, a zatem jedna cza-
steczka rybozymu ma trawic¢ wiele docelowych RNA. Kolejng trudnosciag zwia-
zang z zastosowaniem rybozymoéw w kontroli ekspresji gendw in vivo jest
wybranie miejsca ciecia na substracie. Czasteczki PJNA w Srodowisku ko-
morkowym istniejg w réznych stanach funkcjonalnych i w konsekwencji po-
siadajg wiele form strukturalnych. Jest bardzo prawdopodobne, ze rybozymy
dokonujg ciecia tylko pr-zy pewnej okreslonej konformacji substratowego fWA
potaczonej z ekspozycja okreslonego elementu strukturalnego. Jezeli RNA wy-
stepuje w zadanej konformacji w malym stosunku w poréwnaniu z innymi
stanami tego kwasu rybonukleinowego, to efektywnos¢ rybozymu bedzie bar-
dzo mala, nawet przy jego duzym stezeniu i dtugim okresie aktywnosci bio-
logicznej.

Bardzo wazne dla optymalizacji i specyficznosci reakcji ciecia jest rowniez
diugos¢ helisy tworzacej sie miedzy substratem a rybozymem. Mimo ze ocze-
kiwany jest wzrost szybkosci reakcji wraz ze wzrostem dlugosci helisy, jed-
nak zbyt dluga helisa powstata miedzy rybozymem a substratem struktu-
ralnie przewaza nad budowa reszty rybozymu co powoduje zmniejszenie szyb-
kosci reakcji, a w konsekwencji ograniczone i wolniejsze uwalnianie rybozy-
mu po cieciu. Prawdopodobna jest takze niewtasciwa hybrydyzacja z btednym
dopasowaniem nawet Kitku nukleotydéw przy zbyt diugiej sekwenciji helisy.
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Zbyt kréotka helisa jest réwniez niekorzystna ze wzgledu na mozliwosé wy-
stgpienia tej samej sekwencji w innych RNA obecnych w komoérce, co spo-
woduje niespecyficzne dziatanie rybozymu. Z analizy baz danych wynika, ze
taka sama sekwencja 11 do 12 nukleotydow jest niepowtarzalna i nie wystapi
w innym RNA. Oprocz tego kompleks utworzony miedzy substratem a lybo-
zymem moze zbyt szybko rozpadac¢ sie, a wtedy reakcja zajdzie z malg wy-
dajnosciag. Do pewnego stopnia mozna temu zapobiec uzywajac wiekszego
stezenia lybozymu.

4. Zastosowanie antysensowych oiigonukleotyddéw w biotechnologii

w idealnym modelu obu metod: strategii antygenowej i antysensowej,
stosowane syntetyczne oligonukleotydy nie sa toksyczne, a ich transport
przez btony komodrkowe jest efektywny i przebiega bez oddziatywan z biatkami
komoérkowymi, rozpoznawanie docelowego DNA lub mRNA jest szybkie i spe-
cyficzne, a ewentualne produkty degradacji wykorzystane do syntezy de novo
DNA nie moga powodowac¢ mutacji genetycznych (1).

Transport oligonukleotydéw do wnetrza komoérek jest trudng do rozwig-
zania kwestig. W celu ulatwienia wnikania aDNA przez blony komoérkow
stosuje sie modyfikacje ich struktury zwigzkami lipofilowymi, np. choleste
rolem lub alkoholami z dilugimi tancuchami alifatycznymi (23,24). Propono-
wano rowniez polaczenia oligonukleotyddéw z dodatnio naladowanymi czaste-
czkami, np. polilizyna, aby utatwito to kontakt aDNA z ujemnie natadowang
blong komodrkowsg (24,25). Dodawanie do hodowli komoérkowych oligonukleo-
tydéw zamknietych w liposomach utatwia znacznie ich transport do wnetrza
komorki, ajednoczesnie ochrania przed dziataniem nukleaz (26,27). Jednak-
ze zagadnienie ,transportu” musi by¢ kazdorazowo rozwigzywane w uzalez-
nieniu od konkretnych warunkoéw, przede wszystkim struktury rybozymu,
wihasciwosci komorki oraz zaplanowanego efektu biologicznego.

Strategie antysensowe znajdujg liczne zastosowanie w agrobiotechnologii.
Zastosowanie tej konkretnie technologii zwigzane jest nie tylko z zaletami,
czysto technicznymi, ale réwniez z ...odbiorem spotecznym zywnosci mody-
fikowanej technikami inzynierii genetycznej. Strategie antysensu prowadzag
do obnizenia aktywnosci biologicznej jakiegos enzymu, a jednoczesnie po-
zwalaja unikna¢ wprowadzenia nowego np. bakteryjnego lub zwierzecego (czyli
obcego dla systemu danej rosliny] uktadu ekspresyjnego. W ten sposob stwa-
rza sie mozliwos¢ rezygnacji z wprowadzenia do ukiadu biatka z innego ga-
tunku. Doskonatlg ilustracjg tej drogi postepowania sg transgeniczne pomi-
dory, w ktdérych modyfikacji podlega tak istotna cecha technologiczna jak
szybkos$¢ dojrzewania i miekniecia, a co za tym idzie ,okres zycia potkowego”.
Na szybkos$¢ dojrzewania owocoéw generalnie (nie tylko pomidoréw) zasadni-
czy wpfyw majg dwa procesy. Po pierwsze, dojrzewanie, ktére jest katalizo-
wane przez fitohormon — etylen. Po drugie, szybkos¢ miekniecia, czyli tra-
wienie pektyny przez poligalaktourynaze, ktora jest podstawow)nn sktadni-
kiem skorki wielu owocow, odpowiedzialnym za jej jedrnosc.
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Rys. 7. Uproszczony schemat biosyntezy etylenu. Wskazane sa etapy intensyfikacji i op6z-
nienia szlaku metabolicznego. Obnizenie efektywnosci biosyntezy etylenu mozna uzyskaé przez
wprowadzenie (nowych) kopii genu dla 1 i 2 lub antysensu dla 3 i 4.

Odmiana pomidoréw Flavr Savr™ zostata wprowadzona na rynek ame-
rykanski juz w 1994 r. (28). Byt to pierwszy transgeniczny owoc wprowa-
dzony do powszechnej komercjalizacji i bardzo pozytywnie przyjety przez spo-
teczenistwo USA i Kanady. Odmiana Flavr Savr™ zostata z przyczyn ekono-
micznych juz wycofana z rynku (nieoptacalna produkcja). To miejsce zajely
odmiany o obnizonej produkcji etylenu. Ku zaskoczeniu wielu naukowcow
~Zywe” pomidory transgeniczne nie zostaly dopuszczone na rynek Unii Eu-
ropejskiej, a jedynie potprodukty, jak np. ,Tomatc Puree” produkowane przez
ametykanska firme Safeway na rynek brytyjski. Dokonana modyfikacja Flavr
Savr™ polegata na wprowadzeniu w orientacji antysensowej fragmentu genu
poligalaktourynazy, co spowodowalo obnizenie aktywnosci tego enzymu w po-
midorach o 95%, a w konsekwencji spowolnienie degradacji skorki, a zatem
zachowanie jedrnosci owocu. Druga droga spowalniania procesu dojrzewania
polega na regulacji stezenia etylenu. Uproszczony schemat biosyntezy etyle-
nu zilustrowany jest na rysunku 7.

llos¢ produkowanego przez komorke preparatu moze by¢ modulowana
np. przez zablokowanie lub zwiekszenie liczby gendéw kodujgcych enzymy
istotne dla tego procesu lub przez zintensyfikowanie ekspresji produktow
ubocznych. Na prezentowanym schemacie wprowadzenie antysensu w sto-
sunku do syntazy lub oksydazy kwasu aminocyklopropanokarboksylowego
(ACC) powoduje obnizenie biosyntezy etylenu, w dalszej konsekwencji — spo-
wolnienie dojrzewania. W ten sposéb otrzymano w firmach DNA Plant Te-
chnology i Monsanto pomidory znane pod nazwag Endless Summer™ (pro-

dukt firmy DNA Plant Technology). Natomiast spowodowanie nadprodukcji
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enzymow ACC-deaminazy lub S-adenozylometioninohydrolazy w wyniku zwie-
kszenia liczby kopii odpowiednich genéw spowoduje uaktywnienie bocznego
szlaku metabolicznego prowadzgcego do 5’'metylotioadenoz3my (MTA). Taka
metodyka réwniez prowadzi do obnizenia stezenia etylenu, a zatem podo-
bnego efektu koncowego {spowolnienia dojrzewania).

Podobne strategie prac eksperymentalnych dotyczgacych stezenia jedno-
czesnie poliamin i etylenu w szlaku metabolicznym od argininy przez sper-
mine do etylenu mogag prowadzi¢ nawet do zmiany fenotypu ziemniaka (29).

Oprécz wykorzystania antysensu w agrobiotechnologii, trwajg badania nad
zastosowaniem aDNA jako terapeutykéw. Z najwieksz3nn zainteresowaniem
spotkaty sie oligonukleotydy antysensowe wobec mRNA. Prowadzone sg ba-
dania kliniczne z szescioma aDNA odpowiedzialnymi za: hamowanie repli-
kacji wiruséw (cytomegalowirusa i HfVj, hamowanie eksprasiji biatka ICAM-1,
kinazy biatkowej C oraz onkogenéw c-myb i c-raf (2). Badania nad zastoso-
waniem strategii antygenowej i rybozymow jako lekéw oligonukleotydowych
prowadzone sg jeszcze na poziomie in vitro.

5. Zakonczenie

Zrozumienie mechanizmu aktywnosci biologicznej antysensowych oligo-
meréw czesto jest bardzo trudne, dlatego ze niejednokrotnie obserwujemy
efekty niespecyficzne (artefakty). Fakt ten ma szczegodlnie istotne znaczenie
przy wzrastajac3mi znaczeniu a-DNA jako terapeutykdéw. Btedy interpreta-
cyjne sa czesciej spotykane w odniesieniu do tiofosforanowych anatogéw oligo-
nukieotydow (PS) anizeli w przypadku fosfodwuestrowych (PO). Poniewaz co-
raz czesciej stosowane sg PS jako bardziej odporne na trawienie przez nu-
kleazy (w poréwnaniu z PO) dlatego przyjecie wiasciwych i jednoznacznych
préb kontrolnych ma szczegélne znaczenie.

Najczestsze przyczyny powstawania artefaktow i dalej bledoéw interpreta-
cyjnych sa nastepujace:

tadunek oligonukieotyddw powoduje, ze sa one potlianionami, a zatem
mozliwe jest oddzialywanie i wigzanie oligonukieotyddéw do kwaséw nuklei-
nowych, biatek i innych skiadnikbw komodrkowych, niezaleznie od sekwenciji
nukleotydowej. Poniewaz stata dysocjacji PS w takich kompleksach jest zna-
cznie nizsza, a zatem to zastrzezenie jest szczegolnie istotne w odniesieniu
do tych wiasnie oligonukteotydow, ktorym przypisuje sie istotniejszga role
w mozliwych zastosowaniach.

Analogi PS oligonukiteotyddéw moga dawac¢ efekty biologiczne, ktére nie sa
funkcjg antysensu, a sg uzaleznione od sekwencji. W szczegoélnosci obser-
wowano takie efekty w przypadku wystepowania kilku takich samych nu-
kleotydow (np. G4) na koricach aDNA.

Sekwencje palindronowe w aDNA sa rOéwniez przyczynag niespecyficznych
oddziat3Twan (zaréwno PS jak i PO). Szczegdlnie w takiej sytuacji ma miejsce
wystepowanie mechanizmdéw sekwencyjnie niespecyficznych (sekwencyjnie za-
leznych i niezaleznych).
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Dlatego sprawg zasadniczg jest przygotowanie wlasciwych préb kontrol-
nych. Podstawowy efekt kontrolny to obnizenie inhibicji ekspresiji docelowego
DNA lub RNA jako funkcji stezenia stosowanego aDNA. Istotnym elementem
weryfikacyjnym jest sprawdzenie efektu statystycznie przypadkowych (loso-
wych) sekwencji aDNA czy tez takich oligo, w ktérych zmieniono tylko kilka
nukleotyddéw w istotnych pozycjach.

Inne mozliwosci weryfikacji efektu aDNA stwarza zastosowanie PNA {pep-
tide nucleic acid: peptydylowe kwasy nukleinowe). PNA sg analogami stru-
kturalnymi DNA, w ktérych wystepuje szkielet pseudopeptydowy zbudowany
z niechiralnych i wolnych od tadunkdéw czagsteczek N-(2-aminoetylo)-gtlicyny.
PNA sa zdoine do sekwencyjnie zateznej hybiydyzacji wigzaniami typu Wa-
tsona-Cricka. Wiecej informacji na temat PNA zawartych jest w opracowaniu
-PNA jako nowe narzedzie w biologii molekularnej” w tym samym numerze
.,Biotechnologii”.

Niezaleznie od wzmiankowanych trudnosci nalezy sadzi¢, ze strategie anty-
sensowe sgjedna z najbardziej atrakcyjnych technologii modyfikacji ekspres;ji
genomu.
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Background of antisense strategy and potential applications
Summary

Structure and function of antisense oligomers and ribozymes are discussed. Some applica-
tions of aDNA in medicine and agrobiotechnology are discussed.
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